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RESUMO 
Os antipsicóticos atípicos representam a base do tratamento da esquizofrenia sendo 
associados a sérios distúrbios metabólicos como; ganho de peso, doenças 
cardiovasculares, hiperglicemia, resistência à insulina e diabetes. Nos últimos anos, 
a microbiota intestinal tem sido alvo de inúmeros estudos, pois ela pode 
desempenhar um papel importante no desencadeamento dessas doenças. Assim, 
com base nas evidências, o objetivo do trabalho foi investigar, as possíveis 
alterações, metabólicas e na composição da microbiota intestinal, causadas pelo 
tratamento com os antipsicóticos olanzapina e clozapina em camundongos. Para o 
experimento, foram utilizados três grupos de camundongos machos C57BL/6 e 
alimentados com dieta padrão. O primeiro grupo, controle, foi tratado com o  veículo 
da droga. O segundo grupo, olanza, foi tratado com o antipsicótico olanzapina 
(1mg/kg/dia). O terceiro grupo, cloza, foi tratado com antipsicótico clozapina 
(10mg/kg/dia). O tratamento com os antipsicóticos foram administradas por via oral 
(gavagem) por 30 dias. Os resultados mostraram que o tratamento com olanzapina e 
clozapina induziu o desenvolvimento de intolerância à glicose e resistência à 
insulina, independentemente do ganho de peso nos animais estudados. Além disso, 
os resultados demonstraram que os fármacos estudados diminuíram a sensibilidade 
à insulina nos tecidos periféricos como fígado, músculo e tecido adiposo causando a 
resistência à insulina nos camundongos. Para investigar o efeito da olanzapina e 
clozapina na microbiota intestinal, analisamos as bactérias presentes nas fezes do 
intestino grosso e observou-se que a composição da microbiota nesses animais 
estava alterada, principalmente, em nível de gênero. O transplante de microbiota 
intestinal foi realizado para confirmar se a microbiota intestinal seria a responsável 
por induzir o desenvolvimento da resistência à insulina nos animais tratados com 
olanzapina e clozapina. Observou-se que a resistência à insulina encontrada nos 
animais tratados não foi reproduzida pelo transplante de microbiota intestinal. Assim 
podemos concluir que, o tratamento com os antipsicóticos olanzapina e clozapina, 
por um período de 30 dias, nos mostrou ter uma ação direta sobre as vias 
metabólicas, acentuando a intolerância à glicose e a resistência à insulina, 
independentemente da modulação da microbiota intestinal nos animais estudados. 
Além disso, a administração dos fármacos, olanzapina e clozapina, estimulou a 
ativação da via da mTOR o que pode contribuir para o desenvolvimento da 
 
 
resistência à insulina e diabetes tipo 2 nos animais em estudo. Entretanto, não se 
pode excluir a contribuição de outras vias ainda não investigadas. 
 
Palavras-chave: antipsicóticos, resistência à insulina, microbiota intestinal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
Atypical antipsychotics represent the mainstay of treatment for schizophrenia and 
these drugs are associated with serious metabolic disorders such as: weight gain, 
cardiovascular diseases, hyperglycemia, insulin resistance and diabetes. In the past 
years, gut microbiota has been the subject of numerous studies as it may play an 
important role in the onset of these diseases. Thus, based on the evidence on the 
development of insulin resistance in patients with schizophrenia using these drugs 
the purpose of the study was to investigate the possible alterations, metabolic and 
composition of the gut microbiota, caused by the treatment with antipsychotic 
olanzapine and clozapine in mice. For the experiment, male C57BL/6J mice 
composed randomly three different groups. The control group was fed a standard 
diet and treated with vehicle. The second group (olanza) was fed a standard diet and 
treated with antipsychotic olanzapine (1mg/kg/day). The third group (cloza) was fed a 
standard diet and treated with antipsychotic clozapine (10mg/kg/day). The 
antipsychotic drugs were administered orally (gavage) for 30 days. Our results 
showed that treatment with olanzapine and clozapine induced glucose and insulin 
intolerance, regardless of weight gain, in treated animals. In addition, the data 
demonstrated that these drugs decreased insulin sensitivity in peripheral tissues 
such as liver, muscle and adipose tissue, causing insulin resistance. To investigate 
the effect of olanzapine and clozapine in the gut microbiota, we analyzed the bacteria 
present in the large intestine. We found that the composition of the microbiota in 
these animals was changed, especially at the level of genres. We conducted the 
intestinal microbiota transplantation to confirm whether intestinal microbiota was 
responsible for inducing the development of insulin resistance in the animals treated 
with olanzapine and clozapine. We observed that the insulin resistance found in the 
treated animals was not reproduced by the intestinal microbiota transplantation. Thus 
we may conclude that, for a period of 30 days, treatment with antipsychotic 
olanzapine and clozapine showed us to have a direct effect on the metabolic 
pathways, enhancing glucose intolerance and insulin resistance, regardless of the 
modulation of gut microbiota in studied animals. We have also seen that the 
administration of drugs stimulated mTOR pathway activation which may contribute to 
the development of insulin resistance and type 2 diabetes in studied animals. 
 
 
However, the contribution of other pathways that were not investigated yet cannot be 
excluded. 
 
Key words: antipsychotic agents, insulin resistance, gut microbiota 
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1- INTRODUÇÃO 
A esquizofrenia é uma perturbação psiquiátrica crônica e debilitante, cujas 
causas ainda não são completamente conhecidas. Aproximadamente 1% da 
população mundial desenvolve a doença ao longo da vida (Carlborg A. et. al. 2010). 
Uma vez que as causas de esquizofrenia são ainda desconhecidas, o tratamento 
destes pacientes se dá através de terapêuticas farmacológicas e de tratamentos 
psicossociais. A finalidade deste tratamento consiste em melhorar a qualidade de 
vida dos pacientes com esquizofrenia, reduzindo a morbidade do distúrbio e 
controlando os sintomas da doença (Tandon, R. et. al. 2009; Zhang JP, et. al., 
2011). 
O desenvolvimento de antipsicóticos de segunda geração ou conhecidos 
como antipsicóticos atípicos, surgiu na busca de fármacos com menos efeitos 
extrapiramidais (discinesia tardia) e que sejam eficazes no tratamento dos sintomas 
negativos (isolamento social) da esquizofrenia quando comparados aos 
antipsicóticos típicos (ou primeira geração) (Harvey e Keefe, 2001). Os antipsicóticos 
atípicos possuem afinidade tanto com os receptores dopaminérgicos (D2) quanto 
com os receptores serotoninérgicos (5-HT) (Moller, 2000). Os antipsicóticos atípicos 
mais conhecidos são clozapina, risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprasidona e o 
aripiprazol. Neste trabalho, foram analisados os efeitos metabólicos de dois 
fármacos psicotrópicos utilizados no tratamento da esquizofrenia: a olanzapina e 
clozapina. 
A olanzapina é um derivado da tienobenzodiazepina, pertencente à classe 
dos antipsicóticos de segunda geração e, é eficaz na redução dos sintomas positivos 
(alucinações e delírios) e os negativos da esquizofrenia, apresentando uma baixa 
incidência de efeitos extrapiramidais (Beasley CM. et. al. 1996). A olanzapina possui 
um amplo perfil farmacológico, já que atua sobre vários tipos de receptores, 
dopaminérgicos, serotoninérgicos, adrenérgicos e histamínicos. Após administração 
oral, a olanzapina é bem absorvida alcançando concentração plasmática máxima de 
5 a 8 horas em humanos, não sendo afetada pelas refeições. Sua união com 
proteínas plasmáticas é de aproximadamente 93%. É metabolizada principalmente 
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no fígado, por conjugação e oxidação. Após administração de olanzapina marcada 
com 14C, aproximadamente 60% da radioatividade foi excretada pela urina e 30% 
pelas fezes (Callaghan, et. al. 1999). Sua farmacocinética não é afetada pela 
insuficiência renal, porém, sofre modificação na presença de distúrbios hepáticos. 
A clozapina é um derivado da dibenzoadiazepina e pertence à classe dos 
antipsicóticos de segunda geração. Seu principal mecanismo de ação consiste no 
bloqueio de receptores dos neurotransmissores dopaminérgicos e serotoninérgicos. 
Devido a esta ação, este fármaco também se mostra eficaz no combate aos 
sintomas positivos e negativos, característicos da esquizofrenia, e eliminando 
praticamente os sintomas extrapiramidais (Miyamoto, S., et. al. 2005; Duncan, G.E 
et. al. 1999). A absorção digestiva após a administração oral é rápida e completa (90 
- 95%). Possui uma biodisponibilidade de 50 a 60%, devido ao efeito da primeira 
passagem hepática ao qual ocorre a liberação dos seus dois principais metabólitos, 
desmetilclozapina e N-oxido clozapina (Schaber, G et. al. 2001). A concentração 
plasmática máxima é atingida após 2 horas e a eliminação do fármaco pelo 
organismo ocorre entre 6 a 26 horas, sendo que 50% são excretados na urina e 30% 
nas fezes (Schaber, G., et. al. 1998).  
O tratamento com os antipsicóticos implicam um difícil equilíbrio entre o alívio 
dos sintomas psicóticos e a perturbação dos efeitos colaterais. O uso crescente dos 
antipsicóticos atípicos foi associado a um significante número de casos de distúrbios 
metabólicos secundários. Dentre eles, podemos citar o ganho de peso, diabetes, 
hiperglicemia e dislipidemia. Tais condições levam a complicações, incluindo risco 
de doença cardiovascular, resultando no aumento da morbi-mortalidade nestes 
pacientes bem como outras consequências adversas para a saúde em longo prazo 
(Haupt DW et. al. 2001; Meyer JM et.al., 2001; Meltzer HY et. al. 2001). 
Cada vez mais evidências e ensaios clínicos sugerem que os antipsicóticos 
de segunda geração podem aumentar o risco de anormalidades metabólicas em 
pacientes com esquizofrenia, mostrando que esses efeitos secundários podem 
variar entre os medicamentos antipsicóticos (Van Gaal, 2006; Gautam S., 2011). 
Trabalhos científicos associam a incidência de diabetes tipo 2 com o uso de 
clozapina entre 12% e 36% e com olanzapina entre 6% e 35% dos pacientes e, 
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poucos relatos com outros tipos de antipsicóticos atípicos (Meyer JM et.al., 2001).  
Neste sentido, Hagg e colaboradores (1998) conduziram um estudo no qual 
comparou-se 63 pacientes tratados com clozapina e 67 pacientes com antipsicóticos 
típicos e verificaram que, dos pacientes tratados com clozapina, 12% desenvolveram 
diabetes tipo 2 e 10% desenvolveram intolerância à glicose. Esse resultado estão de 
acordo com o estudo de Henderson e seus colaboradores (2000) onde dos 82 
pacientes esquizofrênicos em uso de clozapina, 36,6% foram diagnosticados com 
diabetes tipo 2. Ainda, estudos anteriores sugerem que pacientes que usaram 
olanzapina apresentaram aumento do risco de desenvolver diabetes quando 
comparados com indivíduos sem tratamento com antipsicóticos (Koro C.E. et. al. 
2002). Além disso, demonstrou-se em pacientes adultos que a olanzapina esteve 
associada a um maior aumento nas concentrações de glicose no sangue em jejum e 
de lipídios quando comparado a outro antipsicótico atípico (Newcomer JW et. al. 
2002).  
Os mecanismos possíveis de alterações induzidas pelos antipsicóticos ainda 
não estão totalmente estabelecidos, mas estudos apontam o aumento da resistência 
à insulina causada tanto pelo aumento da adiposidade, como interferência direta da 
fármaco (Peet M, 2004). Outras formas pelas quais estas drogas podem causar 
resistência à insulina são: mudança na distribuição da gordura corporal, diminuição 
da atividade física, diminuição do metabolismo oxidativo pelo efeito sedativo da 
droga, (Wick JY, 1998) interferência na cascata de ação da insulina, aumento dos 
hormônios contra-reguladores e aumento da liberação de ácido graxo livre pelo 
adipócito (Lebovitz HE, 2001). 
O processo de desenvolvimento de resistência à insulina é caracterizado pela 
diminuição da ação desse hormônio em seus tecidos-alvos.  No tecido muscular, a 
resistência à insulina leva a uma menor captação de glicose induzida por insulina. 
No fígado, há maior produção de glicose por gliconeogênese e por glicogenólise. No 
tecido adiposo, a captação de glicose está diminuída, mas os efeitos de hipertrofia 
continuam contribuindo para o desenvolvimento da obesidade (Kahn, 1994; Saltiel & 
Kahn, 2001). A evolução dessa diminuição da ação da insulina pode resultar em 
intolerância à glicose, que é uma situação intermediária na evolução para o diabetes 
tipo 2 (Ye J, 2013). 
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No entanto, o aparecimento clínico do diabetes está relacionado a um evento 
posterior ao surgimento da resistência à insulina, que é a falência secundária das 
células β pancreáticas, as quais em determinado momento da evolução clínica do 
paciente perdem a capacidade de compensar a resistência à insulina com o 
aumento de sua secreção (Levy et. al. 1998). Vários estudos epidemiológicos, 
realizados em diferentes grupos populacionais, mostram que o diabetes tipo 2 se 
desenvolve inicialmente pelo aparecimento de resistência à insulina, que precede a 
hiperglicemia, que só ocorre após a perda da capacidade compensatória de 
secreção de insulina (DeFronzo, 1988). Tal ocorrência pode ser observada nos 
pacientes com esquizofrenia em tratamento, onde 15% dos pacientes tinham a 
glicemia de jejum prejudicada, além de apresentarem maior resistência à insulina em 
relação aos controles saudáveis (Ryan et. al. 2003).  
Sabe-se que a resistência à insulina é um importante mecanismo 
fisiopatológico do diabetes tipo 2 (Stumvoll et. al. 2005, Gregor e Hotamisligil, 2011, 
Donath e Shoelson, 2011, Harcourt et. al. 2013), a qual em muitos casos, está 
associada a uma complexa rede de vias de sinalização. Para que sejam 
compreendidos os mecanismos moleculares da resistência à insulina do diabetes 
tipo 2, é necessário descrever como a insulina transmite seu sinal no meio 
intracelular desde seu receptor até os efetores finais. 
A sinalização intracelular da insulina em tecidos insulino-sensíveis (fígado, 
tecido adiposo e músculo esquelético) inicia-se com a ligação deste hormônio a um 
receptor específico de membrana, o receptor de insulina (IR). O IR é uma proteína 
heterotetramérica transmembrana, que possui a habilidade de se autofosforilar em 
resíduos de tirosina, responsáveis pela transmissão do sinal. (Pessin e Saltiel, 
2000). Devido à sua atividade tirosina quinase, o receptor de insulina fosforila uma 
família de proteínas denominada substratos do receptor de insulina (IRS 1-6), 
também em resíduos de tirosina, que por sua vez ativa a PI3K (Saltiel e Kahn, 
2001). A ativação da PI3K leva à fosforilação da proteína Akt, que então promove 
ações inerentes à função da insulina, dentre elas a translocação de GLUT4 para a 
membrana plasmática (Khan AH. et. al. 2002), a síntese de glicogênio (Cross DA. et. 
al. 1995), à lipogênese (Girard J. et. al. 1994), à redução da produção hepática de 
glicose (Combs TP. et. al. 2001) (Figura 1). 
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Figura 1: Esquema da ativação da via de sinalização da insulina.  
Os passos iniciais da cascata de transdução do sinal insulínico, da ligação da 
insulina ao receptor IR, representa um sítio potencial de resistência à ação do 
hormônio podendo sofrer prejuízos nesta etapa da via molecular e assim resultar na 
diminuição da captação de glicose para o meio intracelular levando a vários 
prejuízos metabólicos (Masharani UB, et. al. 2011). Adicionalmente, a resistência à 
insulina pode ocorrer devido a alguma anormalidade na cascata da sinalização de 
insulina. Por exemplo: a proteína IRS-1, uma vez fosforilada em serina, torna-se 
incapaz de ser fosforilada em tirosina, impedindo a ativação da PI3K e 
consequentemente bloqueia a transmissão do sinal insulínico na cascata (Paz et. al. 
1997; Aguirre et. al. 2002). Isso impede a translocação de GLUT4 para a membrana 
das células e a captação de glicose, além de manter elevada a produção hepática 
de glicose, configurando assim, o quadro de hiperglicemia característico destes 
modelos de resistência à insulina (Hotamisligil et. al. 1996). 
Além disso, alguns dados epidemiológicos associam a resistência à insulina a 
marcadores inflamatórios. Estudos demonstram que pacientes com resistência à 
insulina, obesidade e (ou) diabetes do tipo 2 apresentam um fenômeno inflamatório 
subclínico acompanhado por elevação das concentrações circulantes de citocinas, 
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que possuem ação reguladora também do metabolismo (Wellen e Hotamisligil, 2005; 
Fasshauer & Paschke, 2003; Tuttle et. al. 2004). Citocinas pró-inflamatórias, tais 
como TNF-α e IL-6 estimulam a fosforilação de IRS em resíduos de serina inibindo, 
assim, a via de sinalização da insulina e, introduzindo a inflamação como 
componente importante no desenvolvimento da obesidade e do diabetes 
(Hotamisligil et. al. 1993). 
Outros estudos mostraram que a administração de TNF-α tanto em animais, 
quanto em humanos leva a um estado de resistência à insulina (Van Der Poll et. al. 
1991; Lang et. al. 1992), assim como os animais knockout para o receptor desta 
citocina mostraram-se protegidos para o desenvolvimento de resistência à insulina 
associado à obesidade (Ventre et. al. 1997; Moller, 2000; Duncan e Schmidt, 2001; 
Febbraio e Pedersen, 2002). De maneira similar, as interleucinas IL-1β e IL-6 
mostraram-se capazes de ativar vias celulares relacionadas ao desenvolvimento de 
resistência à insulina. Dessa forma, pode-se dizer que há o envolvimento de 
mediadores da inflamação (citocinas pró-inflamatórias), além de adipocinas 
(substâncias secretadas pelo tecido adiposo), que são responsáveis, por meio da 
comunicação intracelular e através de seus receptores específicos, por atenuar a via 
de sinalização promovida pela insulina em células responsivas à sua ação. 
Recentemente, um novo mecanismo de indução de resistência à insulina, foi 
descrito, decorrente de mudanças da microbiota intestinal. Além dos fatores 
genéticos e ambientais, a microbiota intestinal pode desempenhar um papel 
importante no desencadeamento de obesidade e diabetes tipo 2 (Spor. et. al. 2011; 
Tilg H e Moschen AR, 2014).   
É conhecido que a microbiota intestinal humana abriga principalmente 
bactérias, vírus e protozoários. Estima-se que a microbiota humana contenha 
aproximadamente 1014 células bacterianas, um número dez vezes maior do que o 
número de células que compõem o organismo humano (Savage DC, 1977; Whitman 
WB et. al. 1998), e que o cólon contenha 70% dos microorganismos de todo o corpo 
(Ley RE. et. al. 2006; Whitman WB et. al. 1998). A microbiota intestinal tem a 
capacidade de estabelecer uma relação fisiológica, mutualista e equilibrada com o 
ser humano (hospedeiro), desempenhando várias funções, não só no nível da 
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digestão e absorção dos nutrientes provenientes da dieta, como também no que 
concerne à manutenção da integridade do sistema imunitário (Sekirov I. et. al. 2010). 
No total, a microbiota intestinal contém de aproximadamente de 500 a 1000 
espécies de bactérias sendo que os filos mais abundantes no intestino humano são 
Firmicutes e Bacteroidetes, enquanto Proteobacteria, Verrucomicrobia, 
Actinobacteria, Fusobacteria e Cyanobacteria estão presentes em menores 
proporções (Qin J. et. al. 2010). No entanto, a microbiota humana tem sido alvo de 
inúmeros estudos com o objetivo de obter um maior esclarecimento sobre o seu 
papel na manutenção intestinal (Egger G. et. al. 2014). Uma das vantagens deste 
tipo de investigação é a capacidade de identificar diferenças no perfil funcional da 
microbiota intestinal entre indivíduos saudáveis e aqueles com distúrbios 
metabólicos.  
Um das primeiras e principais observações importantes, sobre o papel da 
microbiota intestinal na gestão da sensibilidade à insulina e no peso corporal, 
começou a ser detalhada a partir de experimentos realizados com a transferência da 
microbiota intestinal de um camundongo normal para um animal criado em ambiente 
livre de microrganismos (germ-free). Neste mesmo estudo, foi observado um 
aumento de 60% no conteúdo de gordura corpórea nos camundongos germ-free, 
além de resistência à insulina, mesmo com uma diminuição da ingestão alimentar e 
maior gasto energético (Bäckhed F. et. al. 2007). Ley e colaboradores (2005) 
descreveram que há uma predominância dos filos Bacteroidetes e Firmicutes em 
camundongos magros, com um equilíbrio entre os filos de bactérias, mas em 
camundongos geneticamente obesos (ob/ob), esse equilíbrio foi quebrado. Em 
camundongos obesos, foram observados um grande aumento em bactérias do 
filo Firmicutes e uma diminuição comparável na prevalência de Bacteroidetes, 
indicando alteração na microbiota intestinal impulsionada pela obesidade. A relação 
de prevalência entre os filos Bacteroidetes e Firmicutes na obesidade ainda não é 
completamente definida. Há alguns relatos na literatura demonstrando que as 
alterações metagenômicas da microbiota intestinal são diferentes das previamente 
verificadas, com aumento da prevalência de Bacteroidetes e redução de Firmicutes 
(Duncan SH. et. al. 2008; Turnbaugh PJ. et. al. 2008). Para entender melhor estas 
controvérsias, é importante mencionar que a composição da microbiota intestinal 
não é constante e pode mostrar alterações dentro de um mesmo indivíduo. O 
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genoma do hospedeiro tem um papel central na determinação da composição da 
microbiota intestinal, mas muitos fatores geográficos e ambientais, tais como a dieta, 
estilo de vida e uso de medicamentos, podem contribuir para mudanças nesta 
microbiota.  
Analisando a composição da microbiota de roedores e de indivíduos obesos, a 
partir do filo Verrucomicrobia, foi recentemente demonstrado que a porcentagem 
de Akkermancia muciniphila (gênero) é reduzida na obesidade e o tratamento com 
prébiotico composto por essas bactérias foi possível restaurar a microbiota intestinal, 
melhorando a ação da insulina e a tolerância à glicose (Everard A. et. al. 2013). É 
importante salientar que os dois filos mais prevalentes pertencem a diferentes 
grupos de classificação, de acordo com a coloração de Gram, ou 
seja, Firmicutes são Gram-positivas e Bacteroidetes são bactérias Gram-
negativas. As bactérias Gram-negativas contêm LPS (Akira S. et. al. 2004), um 
ativador de receptor toll-like receptor 4 (TLR4), que é expresso na maioria das 
células do organismo. A ligação de LPS a TLR4 ativa uma grande via de sinalização 
celular que induz a resposta inflamatória e a expressão e secreção de citocinas 
(Medzhitov R. et. al. 2009). Os dados provenientes de diferentes estudos mostraram 
que as concentrações circulantes de LPS são elevados em roedores e seres 
humanos obesos e com resistência à insulina (Cani PD. et. al. 2008; Creely SJ. et. 
al. 2007; Oliveira AG. et. al. 2011). Embora isto possa parecer controverso, pois na 
microbiota de obesos existe um aumento na porcentagem de Firmicutes, que são 
Gram-positivas, demonstrou-se que este aumento de LPS está diretamente 
relacionado com o aumento da permeabilidade intestinal. A alteração da 
permeabilidade acontece quando complexos juncionais (Tight Junctions), que 
conectam os enterócitos entre si, tornando o epitélio impermeável, se rompem ou 
tornam-se mais “frouxos” por uma redução na expressão de proteínas presentes 
nesses complexos, tais como zonulina-1 (ZO-1), ocludina e claudina, permitindo a 
translocação de bactérias e produtos do lúmen intestinal, como LPS, para a 
circulação sanguínea. Esse desequilíbrio da barreira intestinal pode estar associado 
com o início do desenvolvimento da inflamação e resistência à insulina em seres 
humanos e camundongos (Amar J. et. al. 2011; Burcelin R. et. al. 2012; Cani PD. et. 
al. 2008, Caricilli AM. et. al., 2011; Suzuki T., 2013). Entretanto, nenhum estudo 
havia se proposto investigar o papel da microbiota intestinal e da permeabilidade 
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intestinal no mecanismo de resistência à insulina induzido por clozapina e 
olanzapina. 
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2 - OBJETIVOS 
 
2.1- Geral 
Investigar se a resistência à insulina, induzida por clozapina e olanzapina, 
está relacionada a mudanças na microbiota intestinal de camundongos C57BL/6. 
 
2.2- Específicos  
Avaliar os efeitos dos antipsicóticos sobre aspectos fisiológicos, metabólicos e 
metagenômicos em camundongos nos seguintes parêmetros:  
 em peso corporal, glicemia de jejum, tolerância à insulina e glicose; 
 
 na via de sinalização da insulina no fígado, músculo esqelético e tecido 
adiposo, através da análise de fosforilação das proteínas: IRβ, e Akt;  
 
 na análise da composição da microbiota intestinal no intestino grosso;  
 
 nas concentrações séricas de LPS, TNF-α, IL-6, insulina, leptina e 
adiponectina;  
 
 na expressão de proteínas relacionadas à permeabilidade intestinal, ocludina, 
claudina, ZO-1 no intestino grosso.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
 
3.1 - Materiais  
Tampão TRIS-HCl, fluoreto de fenilmetilssulfonila (PMSF), aprotinina, 
ditiotreitol (DTT) foram obtidas da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). A membrana 
de nitrocelulose (0,25 mm), os reagentes e os aparelhos para o gel de sódio dodecil 
sulfato de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram obtidos da Bio-Rad (Richmond, CA). Os 
anticorpos anti-IRβ, anti-p-IRβ, anti-Akt, anti-p-Akt Ser 473 foram importados da 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Já os anticorpos anti-mTOR, anti-p-
mTOR, anti-p70S6K e anti-p-p70S6K foram importados da Cell Signalling 
Technology (Bervely, MA, USA). Insulina recombinante humana (Humulin®) foi 
fabricada pela Elli Lilly Co. (Indianapolis, IN). O antipsicótico olanzapina, possui o 
nome comercial Zyprexa®, e foi fabricada pela Biosintética® a 2,5mg e o 
antipsicótico clozapina, possui o nome comercial Leponex®, e foi fabricada pela 
Novartis a 25mg.  
 
3.2 - Animais 
Nesse estudo foram utilizados camundongos C57BL/6J, machos, obtidos no 
centro de Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP, com quatro semanas de vida. Os 
camundongos foram acondicionados em novo ambiente e mantidos sob condições 
estáveis a 25C, com ciclos claro-escuro fixos (12/12 horas), com livre acesso à 
água e alimentação com dieta padrão (Nuvilab com 70% de carboidrato, 20% de 
proteína e 10% de gordura). Todo experimento foi conduzido de acordo com as 
normas da Comissão de Ética na Experimentação Animal da Universidade (CEUA/IB 
- UNICAMP) – protocolo n° 3610-1. 
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3.2.1 - Divisão dos grupos 
Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos (n = 5 animais/grupo) 
e os experimentos foram repetidos por 3 vezes (Figura 2):  
- Controle (CTL): animais alimentados com dieta padrão e tratados com veículo 
água;  
- Olanza: animais alimentados com dieta padrão e tratados com a droga olanzapina;  
- Cloza: animais alimentados com dieta padrão e tratados com a droga clozapina. 
 
 
Figura 2: Esquema de divisão dos grupos estudados. 
 
3.2.2 - Protocolo de administração das drogas 
O início do tratamento com as drogas antipsicóticas se deu quando os 
animais completaram oito semanas de vida. As drogas olanzapina e clozapina foram 
diluídas em água e administradas por via oral (gavagem), uma vez ao dia, durante o 
período de 30 dias. As dosagens utilizadas foram de 1mg/kg e 10 mg/kg, 
respectivamente (Kapur, S. et. al., 2003) (Figura 3).  
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Figura 3: Delineamento experimental.  
 
3.2.3 - Determinação da massa corporal 
A massa corporal foi determinada por balança de precisão, sempre no início 
de cada semana e seguiu até o final do tratamento dos animais. 
 
3.2.4 - Avaliação da ingestão alimentar  
Os animais foram alimentados com dieta padrão e receberam água filtrada ad 
libitum. Durante 8 dias, após os 30 dias de tratamento com os fármacos, os animais 
foram mantidos em gaiolas metabólicas individuais (Tecniplast®). Os dois primeiros 
dias representou a fase de adaptação, em que não houve medida de ingestão. Após 
a adaptação de 48 horas, iniciou-se o controle de ingestão durante 6 dias 
consecutivos a cada 24 horas. A ingestão alimentar foi determinada pela aferição da 
diferença de peso entre o alimento oferecido e o alimento restante na gaiola.  
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3.3 - DEXA (Dual-energy X-ray absorptiometry) 
Para determinação da composição corporal dos animais foi utilizado o 
equipamento modelo Discovery, do tipo DEXA, fabricado pela HOLOGIC, 
gentilmente cedido pelo Serviço de Medicina Nuclear do HC/UNICAMP. A análise 
trata-se de uma exploração fundamentada na passagem de baixas doses de raios-X 
(2 feixes colimados de 38 e 70 KeV de energia) absorvidos pelos animais que ao 
interagirem com estruturas ósseas e tecidos moles resultam em absorções e 
atenuações que foram posteriormente interpretadas pelo software. Após a ilustração 
e processamento das imagens pelo computador, a densidade mineral óssea, a 
massa óssea e a massa magra (absoluta, em gramas), além da porcentagem de 
gordura foram geradas a partir de um único escaneamento de corpo inteiro. Estas 
informações forneceram, portanto, uma análise global da distribuição da gordura 
corporal. Antes da realização deste experimento os animais tiveram livre acesso à 
água e alimentação. Os animais foram previamente sedados com ketamina e 
xilazina (0,32mL de ketamina/0,2mL de xilazina) para permanecerem imóveis 
durante o teste, que foi realizado antes e ao final do tratamento com as drogas. 
 
3.4 - Avaliação de calorimetria indireta (respirometria) e atividade 
locomotora 
O consumo de oxigênio, produção de dióxido de carbono, quociente de troca 
respiratória (RER) e a atividade locomotora foram mensurados nos animais após o 
término dos 30 dias de tratamento com as drogas. As medidas foram realizadas 
através de um sistema de calorimetria de circuito aberto indireto (CLAMS - 
Comprehensive Lab Animal Monitoring System: Oxymax-CLAMS da Columbus 
Instruments, OH-USA) onde os animais foram mantidos em gaiolas individuais e o 
tempo de avaliação foi de 48 horas sendo 24 horas de adaptação e mais 24 horas 
de mensuração do gasto energético. O fluxo de ar foi monitorado pelos sensores 
que foram previamente calibrados antes do início dos experimentos com os padrões 
de gás primários contendo concentrações conhecidas de O2, CO2 e N2 (Air Liquid, 
São Paulo, Brasil). Sensores de O2 e CO2 captaram as amostras de ar para estimar 
os valores de consumo de O2 (VO2) e produção de dióxido de carbono (VCO2). Os 
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dados foram calculados pelo software Oxymax Windows (Columbus Instruments, 
OH-USA). As medidas de VO2 e VCO2 são expressas em mL/kg/hr. O RER é 
calculado usando a razão de VCO2/VO2. A atividade locomotora espontânea foi 
avaliada no período de 24h, utilizando sensores de movimentos presentes na gaiola.  
 
3.5 - Dosagem sérica das concentrações de glicose 
A quantificação das concentrações da glicose plasmática foi determinada com 
fitas reativas e glicosímetro (Optium Xceed – Abbot, Berkshire, Inglaterra). 
 
3.5.1 - Medida da glicemia de jejum  
A glicemia de jejum dos animais foi medida antes do início e ao final do 
tratamento com as drogas. Os animais ficaram em jejum de 6 horas e o sangue foi 
coletado da veia caudal. 
 
3.5.2 - Teste de tolerância glicose (GTT) 
Após jejum de 6 horas, a primeira coleta de sangue foi realizada no tempo 0. 
Em seguida, a glicose (1g/kg) foi injetada via intraperitoneal nos camundongos e as 
amostras de sangue foram coletadas da veia caudal nos tempos 15, 30, 60, 90 e 
120 minutos para determinação da glicose sérica. A tolerância à glicose foi avaliada 
pela análise da área sob a curva (AUC).  
 
3.5.3 - Teste intraperitoneal de tolerância à insulina (ITT) 
O teste foi realizado após jejum de 6 horas para avaliar a sensibilidade 
periférica à insulina no animal intacto após o tratamento com as drogas. A primeira 
coleta de sangue foi realizada no tempo 0. Em seguida, foi administrada a insulina 
regular (1,5 U/kg) IP nos camundongos e as amostras de sangue foram coletadas da 
veia caudal nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para determinação da glicose 
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sérica. A tolerância à insulina foi avaliada pelo clearance de glicose sobre os 
minutos iniciais do desafio de insulina. A velocidade constante do decaimento da 
glicose (Kitt) foi calculada usando a formula Kitt = 0,693/(t1/2). O t1/2 da glicose 
plasmática, por sua vez, é calculado a partir da inclinação da curva de regressão 
mínima, durante a fase linear de declínio da concentração plasmática. 
3.5.4 - Clamp hiperinsulinêmico-euglicêmico 
Para a realização desse procedimento experimental, os animais tratados com 
clozapina, olanzapina e seu controle, foram expostos a jejum de 12h e anestesiados 
(IP) com uma mistura de 1:3 de cloridrato de ketamina e diazepan (5,0 mg/mL). Após 
a perda dos reflexos corneano e pedioso foi implantado um cateter na veia jugular 
esquerda (para infusão) e a obtenção das amostras de sangue (quantificação das 
concentrações da glicose plasmática) foram coletados da veia caudal dos animais. O 
experimento consiste na infusão contínua de insulina regular (30 mU.kg1min-1), com 
a coleta de glicemias em intervalos de 5 minutos durante o período de 2 horas. Para 
a manutenção da concentração de glicose plasmática nos níveis observados em 
jejum, uma solução de glicose 5% foi infundida nos animais e as taxas de infusão da 
glicose foram corrigidas a cada 5 minutos, se necessário, para manter a euglicemia 
entre 90 e 100 mg/dL, tentando atingir uma fase de equilíbrio (steady-state). As 
infusões de glicose são reguladas por bombas eletrônicas de infusão contínua. O 
cálculo do consumo de glicose é feito com base no volume de glicose infundida em 
condições de "steady-state". 
 
3.6 - Extração dos Tecidos 
Após um jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados por meio da 
administração intraperitoneal de tiopental sódico (0,8 mL; 15 mg/kg) e a perda dos 
reflexos pedioso e corneano foram utilizadas como controle da anestesia. 
Inicialmente foi aberta a cavidade abdominal e retirados fragmentos dos 
tecidos a serem estudados (grupo negativo – sem estímulo agudo de insulina). Para 
os animais do grupo positivo (com estímulo de insulina), foi injetada insulina regular 
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na veia porta na concentração de 1U. Em seguida, foram extraídos fragmentos de 
fígado após 30 segundos da infusão de insulina, fragmentos do músculo após 90 
segundos e fragmentos do tecido adiposo após 120 segundos. Para os estudos de 
expressão gênica e sequenciamento do gene 16S para metagenômica, os animais 
não foram submetidos a jejum. Assim, foram retirados fragmentos do tecido do 
grosso e ceco, assim como o conteúdo fecal destas porções intestinais.  
 
3.7 - Western blotting 
3.7.1 - Extração de proteínas 
Para a avaliação da fosforilação das proteínas IR e Akt, os tecidos do fígado, 
músculo esquelético e adiposo foram homogeneizados em tampão de extração 
contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de 
sódio, 100mM de fluoreto de sódio, 10mM de EDTA, 10mM de ortovanadato de 
sódio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina. O homogeneizado foi centrifugado 
a 11000 rpm por 40 minutos a 4ºC, para remoção do material insolúvel. Uma parte 
do sobrenadante foi utilizada para determinar a concentração proteica de cada 
amostra pelo método colorimétrico de Biureto (Henry and Berkman 1957); e a outra 
parte foi utilizada para avaliação do extrato total, ou seja, separação das proteínas 
por eletroforese em SDS-PAGE. O volume das amostras foi normalizado por 
concentração proteica. 
 
3.7.2 - Análise proteica por immunoblotting 
Os extratos proteicos foram ressuspensos em tampão de Laemmli (100L de 
tampão/400L de amostra), contendo 100 mM de DTT. Após aquecimento a 100°C 
por 5 minutos, foram aplicadas no SDS-PAGE de 1,5mm, 100µg de proteína por 
amostra, sendo o gel balizado por marcador de peso molecular comercial, 
PageRuler (Bio Rad). A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio Rad, 
com solução tampão para eletroforese previamente diluída. O SDS-PAGE foi 
submetido a 60 volts inicialmente até a passagem pela fase de empilhamento 
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(stacking) e 120 volts até o final do gel de resolução (resolving). As proteínas 
separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de nitrocelulose em 
aparelho de transferência da BIO-RAD banhadas com tampão de transferência 
durante 60 minutos a 120 volts em gelo, como descrito por Towbin e colaboradores 
(1979). As membranas com as proteínas transferidas foram incubadas em solução 
bloqueadora (leite desnatado Molico® 5%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 
0,02%) por duas horas a temperatura ambiente a fim de diminuir a ligação 
inespecífica dos anticorpos à membrana de nitrocelulose. Depois de lavadas em 
solução basal, estas membranas foram então incubadas com anticorpos específicos, 
mantidas a 4 °C, overnight, sob agitação contínua. Em seguida, as membranas 
foram novamente lavadas com solução basal e a detecção das bandas foi realizada 
utilizando anticorpo secundário ligado a uma molécula de peroxidase, que reagiu à 
solução de quimioluminescência (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent 
Substrate, Thermo Scientific) seguindo as instruções do fabricante. As membranas 
foram reveladas através do sofware Image Lab em fotodocumentadora. Após a 
revelação e identificação das bandas, estas foram quantificadas através de 
densitometria óptica e análise por software específico para análise de bandas UN-
SCAN-IT™ 6.0. Com estes dados foi realizada análise estatística comparando as 
bandas obtidas entre os diferentes grupos. 
 
3.8 - Dosagem sérica de LPS 
Amostras de soro estéril foram obtidas da veia porta e diluídas a 20% 
(vol./vol.) com água livre de endotoxina e então aquecida à 70ºC por 10 minutos 
para inativar as proteínas séricas. Então, o LPS foi quantificado usando kit comercial 
Limulus Amebocyte Assay (Cambrex, Walkersville, MD, USA) de acordo com o 
protocolo do fabricante. 
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3.9 - Dosagem sérica das concentrações plasmáticas de citocinas e 
insulina 
   Ao final do tratamento com clozapina e olanzapina, amostras de sangue 
foram coletadas para a determinação das concentrações séricas de IL-6, TNF-α, 
leptina e adiponectina, assim como de insulina. Foram utilizados kits de ELISA 
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) das marcas Thermo Fisher Scientific 
(Rockford, IL, USA) para as citocinas e Millipore (St Charles, MO, USA) para 
insulina. As amostras foram processadas de acordo com as instruções dos 
fabricantes e a leitura foi realizada em leitor de ELISA a 450 nm. As concentrações 
de citocinas e insulina presentes nas amostras foram calculadas a partir de uma 
curva padrão e suas concentrações expressas em pg/mL (IL-6, TNF-α), ng/mL 
(leptina e insulina) ou μg/mL (adiponectina). 
 
3.10 - Análise por RT-PCR  
3.10.1 - Extração de RNA do intestino grosso 
Após os tratamentos com olanzapina e clozapina, os fragmentos do tecido do 
intestino grosso foram homogeneizado em Polytron em um volume de 1 mL de 
Trizol. Após a homogeneização, o material insolúvel foi removido por centrifugação a 
12.000 g, por 10 minutos, a 4ºC. O sobrenadante, contendo o RNA, foi então 
transferido para outro tubo e mantido em repouso por 5 minutos, o que permitiu a 
dissociação completa dos complexos de nucleoproteínas. Em seguida, foi 
adicionado 0.2 mL de clorofórmio/1 mL de Trizol e a amostra foi agitada 
vigorosamente por 15 segundos e incubada em temperatura ambiente por 3 
minutos. Após centrifugação a 12.000 g, por 15 minutos, a 4ºC, a amostra ficou 
separada em duas fases: a inferior, de coloração rosada, denominada orgânica e a 
superior, mais clara, denominada aquosa, que abrange cerca de dois terços do 
volume total. Nestas fases estão solubilizados o DNA e o RNA, respectivamente, 
além da banda de proteínas presente entre as duas. A fase aquosa foi coletada e 
transferida para um novo tubo, onde o RNA foi precipitado através de incubação por 
10 minutos, à temperatura ambiente, com 0.5 mL de isopropanol, seguida de 
centrifugação a 12.000 g, por 10 minutos, a 4ºC. Para lavar o RNA, o precipitado foi 
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ressuspendido em 1 mL de etanol 75% e a amostra centrifugada a 7.500 g, por 5 
minutos, a 4ºC. O RNA foi eluído em 50µL de água RNAse-free e quantificado em 
espectrofotômetro a 260nm. A integridade do RNA obtido foi determinada 
submetendo as amostras à eletroforese em gel de agarose (1,5%). O RNA obtido foi 
tratado com DNAse a fim de eliminar qualquer contaminação com DNA genômico. 
 
3.10.2 - Reação de transcrição reversa 
  A fita-molde de cDNA foi obtida através de uma reação de transcrição 
reversa. Para tanto, as amostras de RNA foram submetidas a uma seleção do 
RNAm, utlizando-se um primer oligo dT, e posteriormente à transcrição com a 
enzima transcriptase Superscript III. Após a transcrição em cDNA, a amostra foi 
tratada com RNAse A para eliminação de resíduos de RNA.  
 
3.10.3 - PCR quantitativo (qPCR) – Real Time PCR  
As reações de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema 
TaqManTM (Applied Biosystems), que é constituído por um par de primers e uma 
sonda marcada com um fluoróforo. Foram utilizados primers para amplificação dos 
genes das proteínas claudina, ocludina e zonulina 1.  O gene 18S (TaqManTM - 
Applied Biosystems) foi escolhido como controle endógeno da reação, o qual serve 
para normalizar a expressão do gene de interesse nas diferentes amostras. A sonda 
18S está marcada com o fluoróforo VIC, enquanto que os outros primers 
supracitados estão marcados com o fluoróforo FAM. Para a quantificação relativa 
dos genes em estudo, as reações de PCR em tempo real foram realizadas em 
triplicata a partir de: 6,25μL de TaqMan Universal PCR Master Mix 2x, 0,625μL da 
solução de primers e sonda, 1,625μL de água e 4,0μL de cDNA, sendo que no 
controle negativo, foi adicionado 4,0 μL de água ao invés do cDNA. As condições de 
ciclagem utilizadas foram: 50ºC por 2 minutos, 95ºC por 10 minutos e 40 ciclos de 
95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. Os valores da expressão gênica relativa 
foram obtidos pela análise dos resultados no programa 7500 System SDS Software 
(Applied Biosystems). 
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3.11 - Transplante da microbiota intestinal 
 O transplante foi realizado utilizando o conteúdo fecal do ceco e grosso de 
animais tratados com olanzapina e clozapina por 30 dias e também de seus 
controles. Como receptores foram utilizados animais C57BL/6J, machos, com 8 
semanas de vida. Antes do transplante, esses animais foram tratados por 3 dias 
consecutivos com 200μL de um coquetel de antibióticos (ampicillina, 1 g/L; 
metronidazol, 1 g/L; vancomicina, 0.5 g/L; neomicina, 0.5 g/L), administrado por via 
oral (gavagem), uma vez ao dia. No quarto dia, aproximadamente 0,5g do pool de 
fezes (conteúdo fecal do ceco e grosso), congelado em -80ºC, foi suspenso em 5 mL 
de PBS contendo Na2S (0,2g/L) e cisteína (0,5g/L). Essa suspensão foi administrada 
por via oral (gavagem), na quantidade de 200µL, aos animais, após 4 h de jejum. 
Esse procedimento foi repetido 1 vez por semana, por 3 semanas consecutivas. 
Durante todo o experimento os animais foram acondicionados em gaiolas com 
micro-isoladores em estantes ventiladas e, mantidos em maravalha esterilizada além 
de receberam dieta padrão e água esterilizada ad libitum (Caesar, R. et al., 2015).  
 
3.12 - Análise da microbiota por sequenciamento do RNAr 16S 
O DNA total da microbiota intestinal foi extraído com o kit QIAmp DNA Stool. 
Para cada amostra, o gene RNAr 16S foi amplificado utilizando-se o iniciador direto 
composto 5´ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG 
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG -3´ : a sequência em itálico corresponde ao 
adaptador  Nextera® transposase sequences A, e a sequência em negrito é o 
iniciador amplamente conservado 338F. O iniciador reverso usado foi 5’-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTACCGCGGCTGCTGGCAC 
-3’ a sequência em itálico corresponde ao adaptador  Nextera® transposase 
sequences B e a sequência em negrito é o iniciador de ampla utilização 533R. 
Posteriormente foram utilizadas para o preparo das bibliotecas o kit Illumina Truseq 
DNA Sample Preparation v2 com código de barra para cada amostra. O 
sequenciamento foi realizado no equipamento Illumina Hiseq2000 pelo Laboratório 
Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD). 
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3.13 - Apresentação dos dados e análise estatística 
Os resultados foram analisados comparativamente entre o grupo controle e o 
grupo olanzapina e outra análise entre grupo controle e o grupo clozapina. A análise 
estatística dos resultados foi demonstrada pelo Test t de Student, não pareado, com 
nível de significância de 5% (p<0,05), sendo os resultados expressos como média ± 
erro padrão da média. 
 Para análise das expressões de fosforilação das proteínas, os dados foram 
analisados através da variância (One-way ANOVA) seguidos por teste de 
significância (Bonferroni) e posteriormente representados em unidade arbitrária de 
variação em relação aos controles, aos quais se atribuiu o valor de 100. 
 Para análise de peso corporal, ingestão alimentar, tolerância à glicose, o 
consumo de O2, a produção de CO2, o quociente RER, em todos os pontos da curva, 
empregou o teste da variância (Two-way ANOVA) seguido por teste de significância 
(Bonferroni), sendo os resultados expressos como média ± erro padrão da média. 
Para análise da metagênomica, os dados foram processados pela plataforma 
Hiseq2500 (Illumina) e analisados utilizando o software  Illumina 16S Metagenomics 
que executa a classificação taxonômica da região v3/v4 do gene 16S rRNA por meio 
do banco de dados GreenGenes. Com os dados obtidos da plataforma, foi realizada 
análise estatística pelo Test t de Student, não pareado, com nível de significância de 
5% (p<0,05), sendo os resultados expressos como média ± erro padrão da média. 
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4 - RESULTADOS 
 
4.1 – Peso Corporal e Ingestão Alimentar 
Para a avaliação do peso corporal, os animais foram tratados com os 
antipsicóticos durante 30 dias e o peso corpóreo foi medido semanalmente. Após os 
30 dias de tratamento não foi observada diferença significativa no peso corporal dos 
animais tratados com olanzapina (Figura 4 A) ou com a clozapina (Figura 4 B) em 
relação aos controles. Dando continuidade ao tratamento, após os 30 dias iniciais, 
foi analisado a ingestão alimentar dos animais, durante um período de 6 dias. Dessa 
forma, foi observado que tanto os animais tratados com olanzapina quanto com a 
clozapina não apresentaram diferença no consumo alimentar entre os grupos 
estudados (Figura 4 C e D). 
 
Figura 4- Caracterização do peso corporal e da ingestão alimentar (A): Peso 
corporal do grupo olanzapina. (B): Peso corporal do grupo clozapina. (C): 
Ingestão alimentar do grupo olanzapina. (D): Ingestão alimentar do grupo 
clozapina. Os dados estão apresentados em média ± EPM (n=14 em peso 
corporal), ANOVA; Pós Teste de Bonferroni e (n=5 em consumo alimentar) 
Test t Student. 
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4.2 - Caracterização da Composição Corporal 
Utilizando o método de densitometria por dupla emissão de raios-X (DEXA), 
foi avaliada a caracterização corporal antes e após o tratamento com os 
antipsicóticos olanzapina e clozapina. Como esperado, não foi observada diferença 
significativa no percentual de massa gorda e massa magra entre os grupos 
estudados antes do tratamento. Do mesmo modo, após o tratamento com os 
fármacos, tanto o percentual de massa gorda quanto o de massa magra 
mantiveram-se inalterado em todos os grupos (Figura 5 A-D).   
 
  
Figura 5 - Caracterização da composição corporal (A): Percentual de massa 
gorda olanzapina. (B): Percentual de massa gorda clozapina. (C): Percentual 
de massa magra olanzapina. (D): Percentual de massa magra clozapina. Os 
dados estão apresentados em média ± EPM (n=5). ANOVA; pós Teste de 
Bonferroni. 
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4.3 – Parâmetros Metabólicos  
4.3.1 – Respirometria 
Após 30 dias de tratamento com olanzapina e clozapina, a taxa metabólica 
dos animais foi verificada durante 24 horas e está representada na Figura 3. Foi 
constatado que os valores de consumo de O2 (Figura 6 A e B), produção de CO2 
(Figura 6 C e D) e o quociente respiratório (RER) (Figura 6 E e F) não apresentaram 
diferença significativa entre os grupos tratados em relação aos controles, tanto no 
ciclo claro quanto no ciclo escuro. O mesmo foi observado em relação à calorimetria 
e a atividade locomotora dos animais (Figura 7 A-D).  
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Figura 6 - Respirometria: (A): Consumo de O2 olanzapina. (B): Consumo de O2 
clozapina. (C): Produção de CO2 olanzapina. (D): Produção de CO2 
clozapina. (E): RER de olanzapina. (F): RER de clozapina. Os dados estão 
apresentados em média ± EPM (n=5). ANOVA; pós Teste de Bonferroni.   
 
 
 
Figura 7 – Calorimetria e atividade locomotora: (A): Calorimetria olanzapina. (B): 
Calorimetria clozapina. (C): Atividade locomotora olanzapina. (D): Atividade 
locomotora clozapina. Os dados estão apresentados em média ± EPM (n=5). 
ANOVA; pós Teste de Bonferroni. 
 
 
4.3.2 – Teste Intraperitoneal de tolerância à glicose (GTT) 
Após o tratamento com olanzapina e clozapina, os animais demonstraram um 
aumento significativo nos valores glicêmicos quando comparados aos controles 
(Figura 8 A e B). Além disso, os camundongos tratados tanto com olanzapina quanto 
com clozapina apresentaram menor tolerância à glicose em relação aos controles, 
devido ao aumento significativo nas concentrações de glicose que foi observada 
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durante os 120 minutos (Figura 8 C e E). Adicionalmente, foi constatado que os 
animais tratados com os antipsicóticos apresentavam uma área sob a curva de 
tolerância a glicose significativamente maior (Figura 8 D e F).   
 
 
Figura 8 - Caracterização da tolerância à glicose. (A): Glicemia de jejum 
olanzapina. (B): Glicemia de jejum clozapina. (C): Teste de tolerância à 
glicose olanzapina. (D): AUC olanzapina. (E): Teste de tolerância à glicose 
clozapina. (F): AUC clozapina. * P<0,01 vs controle. # P<0,04 vs controle. 
Os dados estão apresentados em média ± EPM (n=10). ANOVA; pós Teste 
de Bonferroni (C e E). Test t Student (A, B, D e F). 
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Para avaliar se este efeito decorreu de uma redução na secreção de insulina 
pelo pâncreas, a insulinemia foi avaliada durante o GTT. Os resultados mostraram 
que os animais tratados com olanzapina, os níveis séricos de insulina e a área sob a 
curva foram maiores aos apresentados pelo grupo controle (Figura 9 A e B). Além 
disso, no tratamento com clozapina, os níveis séricos de insulina e a área sob a 
curva também se apresentaram maiores que o controle, demonstrando um aumento 
significativo nos níveis séricos de insulina somente 60 minutos após o estímulo com 
a glicose (Figura 9 C e D). 
 
 
 
 
Figura 9 - Dosagem de insulina sérica: (A): Níveis séricos de insulina do grupo 
olanzapina. (B): AUC olanzapina. (C): Níveis séricos de insulina do grupo 
clozapina. (D): AUC clozapina. * P<0,01 vs controle. Os dados estão 
apresentados em média ± EPM (n=5). ANOVA; pós Teste de Bonferroni (A e 
C). Test t Student (B e D). 
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4.3.3 - Teste Intraperitoneal de Tolerância à Insulina (ITT) 
Foi avaliado também o grau de desenvolvimento da tolerância à insulina após 
a administração dos antipsicóticos. Os animais tratados com olanzapina e clozapina 
apresentaram uma redução significativa na tolerância à insulina em relação ao grupo 
controle, como foi observado pelos valores da constante de decaimento da glicose 
(Kitt) (Figura 10 A e B) e, portanto, menor sensibilidade à insulina.  
 
Figura 10 - Caracterização da tolerância à insulina. (A): KITT grupo olanzapina. 
(B): KITT grupo clozapina. * P<0,001 vs controle. # P<0,03 vs controle. Os 
dados estão apresentados em média ± EPM (n=11). Test t Student. 
 
 
 
4.3.4 - Clamp Hiperinsulinêmico-Euglicêmico 
O consumo de glicose dos animais tratados com os fármacos foi avaliado 
através do clamp hiperinsulinêmico-euglicêmico, a fim de investigar a sensibilidade 
tecidual à insulina. Pode-se observar através da figura 11 A, que o tratamento com a 
olanzapina apresentou uma redução significativa de 50% na taxa de infusão de 
glicose em relação ao controle. Da mesma forma, os animais tratados com clozapina 
também demonstraram uma diminuição significativa na captação de glicose 
comparada ao controle (Figura 11 B).  
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Figura 11 - Clamp hiperinsulinêmico-euglicêmico. (A): Consumo de glicose do 
grupo olanzapina. (B): Consumo de glicose do grupo clozapina.  * P < 0,04 
vs controle; # P<0,04 vs controle. Os dados estão apresentados em média 
± EPM (n=5). Test t Student. 
 
 
4.4 – Via de Sinalização da Insulina 
O efeito dos antipsicóticos na sinalização da insulina no fígado, músculo e 
tecido adiposo foi observado monitorando-se as alterações na fosforilação das 
moléculas envolvidas na cascata da sinalização da insulina (IRβ e Akt). 
Na figura 12 A-C foi avaliado o efeito da olanzapina sobre a fosforilação do 
receptor de insulina (IRβ). Pode-se observar que a administração deste fármaco 
diminuiu significativamente a fosforilação em tirosina de IRβ quando comparados 
com os níveis de fosforilação dos grupos controles, os quais não apresentaram 
diferenças de fosforilação entre eles, nos três tecidos estudados. Adicionalmente, foi 
constatada uma diminuição significativa nos níveis de fosforilação em serina da Akt 
no fígado, músculo e tecido adiposo dos animais que receberam olanzapina quando 
comparado aos controles (Figura 12 D-F).  
De forma semelhante, os animais tratados com clozapina demonstraram uma 
redução significativa na fosforilação da proteína IRβ quando comparado aos 
controles nos três tecidos estudados (Figura 13 A-C). Foi visto ainda, que a 
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fosforilação de Akt estava significativamente reduzida no fígado, músculo e tecido 
adiposo dos animais tratados com clozapina quando comparada ao grupo controle 
(Figura 13 D-F). Em conjunto, estes resultados mostram que o uso dos antipsicóticos 
foi capaz de induzir a resistência à insulina nos tecidos insulino-responsivos dos 
animais em estudo. 
 
 
 
 
Figura 12 - Via de sinalização da insulina em animais tratados com olanzapina. 
Blots representativos da fosforilação de IRβ em tirosina (A-C), Akt em 
serina473 (D-F) (painéis superiores) e a expressão da proteína total (painéis 
inferiores) no fígado, músculo e tecido adiposo. * P < 0,0001 vs CTL+. Os 
dados estão apresentados em média ± EPM (n=6). ANOVA; pós Teste de 
Bonferroni. 
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Figura 13 - Via de sinalização da insulina em animais tratados com clozapina. 
Blots representativos da fosforilação de IRβ em tirosina (A-C), Akt em 
serina473 (D-F) (painéis superiores) e a expressão da proteína total (painéis 
inferiores) no fígado, músculo e tecido adiposo. # P < 0,0001 vs CTL+. Os 
dados estão apresentados em média ± EPM (n=6). ANOVA; pós Teste de 
Bonferroni. 
 
 
4.5 – Via de Sinalização da mTOR/p70S6K 
Foi avaliado o efeito dos antipsicóticos olanzapina e clozapina na via de 
sinalização da mTOR/S6K nos tecidos de fígado, músculo e adiposo. Observou-se 
que a administração da olanzapina provocou um aumento significativo na 
fosforilação da mTOR nos tecidos do fígado e do adiposo quando comparados com 
os níveis de fosforilação do grupo controle. Adicionalmente, foi constatado que no 
músculo a fosforilação da mTOR dos animais tratados com olanzapina manteve a 
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mesma quando comparada aos controles (Figura 14 A-C). Em seguida, notou-se no 
fígado que houve um aumento na fosforilação da proteína S6K, uma proteína 
downstream da mTOR, com o tratamento da olanzapina. Entretanto, no tecido do 
músculo e adiposo a fosforilação desta proteína estava semelhante aos níveis do 
controle (Figura 14 D-F).  
Nos animais tratados com clozapina, a fosforilação da proteína mTOR 
demonstrou estar aumentada no músculo e no tecido adiposo quando comparado ao 
controle. No fígado, a fosforilação desta proteína não mostrou estar alterada 
comparada ao nível do controle (Figura 15 A-C). Foi verificado, ainda, que a 
fosforilação de S6K estava significativamente aumentada no músculo e no tecido 
adiposo dos animais tratados com clozapina quando comparada ao grupo controle. 
No fígado, a fosforilação desta proteína não mostrou estar alterada comparada a 
fosforilação no controle (Figura 15 D-F). 
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Figura 14 - Via de sinalização da mTOR em animais tratados com olanzapina. 
Blots representativos da fosforilação de mTOR (A-C), S6K (D-F) (painéis 
superiores) e a expressão da proteína total (painéis inferiores) no fígado, 
músculo e tecido adiposo. Os dados estão apresentados em média ± EPM 
(n=4). * P<0,05 vs controle. Teste t Student. 
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Figura 15 - Via de sinalização da mTOR em animais tratados com clozapina. 
Blots representativos da fosforilação de mTOR (A-C), S6K (D-F) (painéis 
superiores) e a expressão da proteína total (painéis inferiores) no fígado, 
músculo e tecido adiposo. Os dados estão apresentados em média ± EPM 
(n=4). * P<0,05 vs controle. Teste t Student. 
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4.6 - Dosagens Séricas  
  4.6.1 – Leptina e Adiponectina 
Os níveis séricos de leptina e adiponectina foram dosados após 30 dias de 
tratamento com os antipsicóticos. Como pode ser observado na Figura 16 A e B, nos 
animais que receberam olanzapina e clozapina não foi notada diferença significativa 
nos níveis séricos de leptina em relação ao grupo controle. Da mesma forma, os 
níveis séricos de adiponectina apresentaram valores similares entre os grupos 
estudados, independente do tratamento utilizado nos animais (Figura 16 C e D).  
 
Figura 16 – Dosagem sérica de leptina e adiponectina. (A): Dosagem leptina no 
grupo olanzapina. (B): Dosagem leptina no grupo clozapina. (C): Dosagem 
adiponectina no grupo olanzapina. (D): Dosagem adiponectina no grupo 
clozapina. Os dados estão apresentados em média ± EPM (n=5). Test t 
Student. 
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4.6.2 – LPS e citocinas pró-inflamatórias  
Foram avaliados os níveis circulantes da endotoxina LPS, como demonstrado 
na figura 17 A e B. O tratamento com olanzapina e clozapina não alterou os níveis 
séricos de LPS nos grupos estudados quando comparado aos seus controles.  
Em relação às citocinas pró-inflamatórias, os níveis séricos de TNF-α não 
foram modificados após 30 dias de tratamento tanto com olanzapina quanto com 
clozapina comparados aos seus controles (Figura 17 C e D). Não foram observadas 
modificações significativas nos níveis de IL-6 no grupo tratado com olanzapina e 
clozapina quando comparado ao seu controle (Figura 17 E e F). 
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Figura 17 – Dosagem sérica de LPS, TNF-α, IL-6. (A): Níveis séricos de LPS no 
grupo olanzapina. (B): Níveis séricos de LPS no grupo clozapina. (C): Níveis 
séricos de TNF-α no grupo olanzapina. (D): Níveis séricos de TNF-α no 
grupo clozapina. (E): Níveis séricos de IL-6 no grupo olanzapina. (F): Níveis 
séricos de IL-6 no grupo clozapina. Os dados estão apresentados em média 
± EPM (n=5). Test t Student. 
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4.7- Expressão do mRNA das Proteínas da Tight Junctions 
A expressão de mRNA das proteínas tight junctions (claudina, ZO-1 e 
ocludina) foram examinadas no tecido do intestino grosso dos animais tratados com 
olanzapina e clozapina. Ambos os tratamentos, não alteraram a expressão do 
mRNA de claudina (Figura 18 A e B).  
Porém, foi verificado que a expressão do mRNA de ZO-1 está 
significativamente aumentada nos animais tratados com os antipsicóticos quando 
comparada aos seus respectivos controles (Figura 18 C e D).  
Observou-se, também, que a expressão do mRNA de ocludina nos animais 
tratados com olanzapina não apresentou modificações significativas em relação ao 
controle, enquanto o uso de clozapina elevou significativamente expressão do 
mRNA desta proteína (Figura 18 E e F). 
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Figura 18 – Expressão do mRNA das proteínas de Tight Junctions. (A): 
Expressão mRNA claudina no grupo olanzapina. (B): Expressão mRNA 
claudina no grupo clozapina. (C): Expressão mRNA ZO-1 no grupo 
olanzapina. (D): Expressão mRNA ZO-1 no grupo clozapina. (E): Expressão 
mRNA ocludina no grupo olanzapina. (F) Expressão mRNA ocludina no 
grupo clozapina. Os dados estão apresentados em média ± EPM (n=6). 
* P<0,0001 vs controle. Test t Student. 
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4.8 - Efeitos dos Antipsicóticos na Microbiota Intestinal 
 
 Os efeitos dos antipsicóticos olanzapina e clozapina sobre a composição 
microbiana da microbiota intestinal foi baseada na análise por 16S rRNA da 
sequência metagenômica das fezes dos animais do intestino grosso.  
A avaliação da microbiota intestinal, em nível de filo, revelou que a proporção 
de Firmicutes (média 33,01%) e Bacteroidetes (média 42,92%) com o tratamento de 
olanzapina estava aumentada comparada ao grupo controle (média 30,43%, média 
38,72%, respectivamente). Verificou-se também no grupo de olanzapina que a 
prevalência de Verrucomicrobia (média 0,73%) não mostrou diferença comparada ao 
grupo controle (média 0,87%).  Mas foi observada uma diminuição na prevalência de 
Proteobacteria (média 18,15%) e Actinobacteria (média 1,61%) em relação ao grupo 
controle (média 23,93%; média 4,17%, respectivamente) (Figura 19 A e B). 
Em adição, houve uma diminuição na proporção de Firmicutes (média 
23,31%) e Actinobacteria (média 1,84%) dos animas tratados com clozapina 
comparados ao controle (média 30,43%; média 4,17% respectivamente). Em 
contraste, neste mesmo grupo de tratamento, foi visto um aumento na prevalência 
de Verrucomicrobia (média 5,18%) comparado ao grupo controle (média 0,87%). 
Além disso, houve um aumento na proporção de Bacteroidetes (média 41,81%) em 
relação aos animais controles (média 38,72%) e no filo Proteobacteria (média 
24,31%) os animais tratados com clozapina não diferiram em relação ao seu 
controle (23,93%) (Figura 19 C e D). 
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Figura 19 - Análise metagenômica da prevalência de filos da microbiota 
intestinal. (A): grupo controle, (B): grupo olanzapina, (C): grupo controle, 
(D): grupo clozapina. Os dados estão apresentados com n=5. 
 
A figura 20 mostra que houve uma grande mudança na prevalência de alguns 
gêneros de bactérias durante os 30 dias de tratamento tanto no grupo olanzapina 
quanto no grupo clozapina. Como se pode observar, no tratamento com olanzapina, 
a prevalência do gênero Akkermansia teve uma redução significativa em relação ao 
controle. Em contraste, no grupo clozapina a proporção desse gênero estava 
significativamente aumentado (Figura 20 A e B). Em adição, os gêneros 
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Desulfovibrio (Figura 20 C e D), Faecalibacterium (Figura 20 E e F), Roseburia 
(Figura 20 I e J) e Bifidobacterium (Figura 20 K e L) diminuíram de maneira relevante 
nos grupos olanzapina e clozapina em relação aos animais controles. Foi verificado 
também que o gênero Lactobacillus estava significativamente maior no grupo tratado 
com olanzapina e clozapina comparado ao seu controle (Figura 20 G-H).   
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Figura 20 - Análise metagenômica da prevalência de gêneros da microbiota 
intestinal. (A): Akkermansia do grupo olanzapina, (B): Akkermansia grupo 
clozapina, (C): Desulfovibrio do grupo olanzapina, (D): Desulfovibrio do 
grupo clozapina, (E): Faecalibacterium do grupo olanzapina, (F): 
Faecalibacterium do grupo clozapina, (G): Lactobacillus do grupo 
olanzapina, (H): Lactobacillus do grupo clozapina, (I): Roseburia do grupo 
olanzapina, (J): Roseburia do grupo clozapina, (K): Bifidobacterium do grupo 
olanzapina, (L): Bifidobacterium do grupo clozapina. Os dados estão 
apresentados em média ± EPM (n=5). * P<0,05 vs controle; # P<0,05 vs 
controle. Test t Student. 
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4.9 - Transplante de Microbiota Intestinal 
4.9.1 – Distribuição hierárquica de gênero da microbiota intestinal  
Como é possível verificar na figura 21 A, existe um maior nível de similaridade 
hierárquica na distribuição e prevalência de gêneros de bactérias observados no 
intestino grosso entre o grupo controle e tratado com olanzapina, enquanto no grupo 
tratado com clozapina esse nível de similaridade com os demais (olanzapina e 
controle) é menor. O mesmo padrão de similaridade hierárquica na distribuição de 
gêneros de bactérias foi notado no pool do conteúdo fecal entre as amostras dos 
grupos controle e tratado com olanzapina sendo menor a similaridade do pool do 
conteúdo fecal do grupo tratado com clozapina em relação aos demais grupos 
(Figura 21 B).  
 
Figura 21 - Dendrograma hierárquico de distribuição e prevalência de gêneros 
dos animais doadores. (A): dos grupos doadores de microbiota intestinal 
(olanzapina, controle e clozapina). (B): pool do conteúdo fecal (ceco e 
grosso), administrados via oral, dos grupos clozapina, olanzapina e controle. 
Os dados apresentados são representativos dos grupos com n=5. 
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Após o uso do coquetel de antibióticos nos animais que posteriormente 
receberiam o transplante da microbiota intestinal, foi analisado, através do 
dendrograma de distribuição hierárquica de gêneros de bactérias, que a microbiota 
intestinal destes animais sofreu uma drástica alteração na sua composição intestinal 
comparada com a microbiota do grupo doador controle, mostrando um 
distanciamento de similaridade entre os grupos pós-antibiótico e doador controle 
(Figura 22).  
 
Figura 22 - Dendrograma hierárquico de distribuição e prevalência de gêneros. 
(A): dos animais que receberam o coquetel de antibióticos. (B): do grupo de 
animais controle que foi doador da microbiota intestinal. Os dados 
apresentados são representativos dos grupos com n=5. 
 
Em seguida, foi analisada a distribuição e prevalência de gêneros de 
bactérias da microbiota intestinal do intestino grosso e constatou-se que os grupos 
que receberam a microbiota intestinal do controle e dos animais tratados por 30 dias 
com olanzapina e clozapina (Figura 23 A) apresentaram o mesmo padrão de 
agrupamento/segregação que os grupos que doaram a referida microbiota intestinal 
através do transplante, nomeados como doadores (Figura 23 B). 
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Figura 23 - Dendrograma hierárquico de distribuição e prevalência de gêneros. 
(A): dos grupos dos animais transplantados com a microbiota intestinal de 
animais tratados com olanzapina, clozapina e controle. (B): dos grupos de 
animais tratados com olanzapina, clozapina e controle, que foram os 
doadores da microbiota intestinal. Os dados apresentados são 
representativos dos grupos com n=5. 
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Para complementar a análise dos grupos que receberam o transplante da 
microbiota intestinal, foi verificada, em nível de espécies, a dispersão das amostras 
em uma análise de coordenadas principais (PCoA). Pode-se notar que os grupos 
que receberam a microbiota intestinal do controle e dos animais tratados com 
olanzapina se sobrepuseram na distribuição, enquanto os tratados com clozapina 
apresentaram-se isolados dos demais (Figura 24 A). O mesmo padrão de dispersão 
das amostras foi visto nos animais doadores que haviam sido tratados com 
olanzapina, clozapina e o controle (Figura 24 B).  
 
 
Figura 24 - Análise de coordenadas principais (PCOA) em nível de espécies. 
(A): dos grupos dos animais transplantados com a microbiota intestinal de 
animais tratados com olanzapina, clozapina e controle. (B): dos grupos de 
animais tratados com olanzapina, clozapina e controle, que foram os 
doadores da microbiota intestinal. Os dados apresentados são 
representativos dos grupos com n=5. 
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4.9.2 – Avaliação dos Parâmetros Metabólicos nos Animais 
Transplantados com Microbiota Intestinal 
 Após o transplante da microbiota intestinal, foi investigado o grau de 
desenvolvimento da tolerância à glicose nos animais num período de 120 minutos. 
Pode-se observar, através da figura 25 A-D, que tanto os animais que receberam a 
microbiota intestinal de camundongos tratados com olanzapina quanto os tratados 
com clozapina não apresentaram alterações significativas na tolerância à glicose e 
na área sob a curva em relação aos animais que receberam a microbiota dos 
controles.  
Adicionalmente, o consumo de glicose dos animais que receberam o 
transplante de microbiota intestinal de animais tratados com olanzapina e clozapina 
não se observou diferença significativa na sensibilidade à insulina em relação aos 
animais controles transplantados (Figura 25 E-F).  
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Figura 25 - Parâmetros metabólicos dos animais que receberam transplante de 
microbiota. (A): Teste de tolerância à glicose olanzapina. (B): AUC 
olanzapina. (C): Teste de tolerância à glicose clozapina. (D): AUC 
clozapina. (E): consumo de glicose do grupo olanzapina. (B): Consumo de 
glicose do grupo clozapina. Os dados estão apresentados em média ± 
EPM (n=5). Test t Student. 
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4.9.3 – Via de Sinalização da Insulina nos Animais Transplantados 
com Microbiota Intestinal 
Investigou-se o efeito do transplante de microbiota intestinal proveniente do 
tratamento com olanzapina e clozapina na via de sinalização da insulina no fígado, 
músculo e tecido adiposo. Na figura 26 A-F observou-se que, nos três tecidos 
estudados, os níveis de fosforilação em tirosina de IRβ e de fosforilação em serina 
de Akt nos animais transplantados com a microbiota intestinal de animais tratados 
com olanzapina foram semelhantes aos níveis obtidos de camundongos que 
receberam o transplante de microbiota dos animais controles. 
Adicionalmente, constatou-se que, após o transplante da microbiota intestinal 
de animais que foram tratados com clozapina, os animais transplantados também 
não apresentaram diferenças nos níveis de fosforilação tanto no IRβ quanto na Akt 
no fígado, músculo e tecido adiposo (Figura 27 A-F). 
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Figura 26 - Efeito do transplante da microbiota intestinal de animais tratados 
com olanzapina na via de sinalização da insulina. Blots representativos 
da fosforilação de IRβ em tirosina (A-C), Akt em serina473 (D-F) (painéis 
superiores) e a expressão da proteína total (painéis inferiores) no fígado, 
músculo e tecido adiposo. Os dados estão apresentados em média ± EPM 
(n=5). ANOVA; pós Teste de Bonferroni. 
 
 
 
Figura 27 - Efeito do transplante da microbiota intestinal de animais tratados 
com clozapina na via de sinalização da insulina. Blots representativos da 
fosforilação de IRβ em tirosina (A-C), Akt em serina473 (D-F) (painéis 
superiores) e a expressão da proteína total (painéis inferiores) no fígado, 
músculo e tecido adiposo. Os dados estão apresentados em média ± EPM 
(n=5). ANOVA; pós Teste de Bonferroni. 
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5 - DISCUSSÃO 
 
Os antipsicóticos atípicos são amplamente prescritos para o tratamento da 
esquizofrenia e de outros transtornos psiquiátricos (Zhang et. al., 2011). Nos últimos 
anos, com o aumento do uso desses fármacos, dentre eles a olanzapina e 
clozapina, observou-se que os pacientes tratados com os antipsicóticos 
apresentavam um aumento no desenvolvimento de dislipidemia, hiperglicemia, 
resistência à insulina, obesidade e diabetes tipo 2 (Tandon et. al., 2009). Desde que 
casos graves de diabetes e obesidade foram associados ao uso de clozapina e a 
olanzapina, o mecanismo pelo qual esses fármacos induzem essas alterações 
metabólicas tornaram-se o foco de inúmeras pesquisas em modelos animais 
(Kaddurah et. al. 2007, Vidarsdottir S. et. al. 2010).  
No presente trabalho, a administração dos antipsicóticos, olanzapina e 
clozapina, por um período de 30 dias em camundongos C57BL-6J induziu o 
desenvolvimento da resistência à insulina e intolerância à glicose, além de 
apresentar uma diminuição na sensibilidade da insulina no fígado, músculo 
esquelético e tecido adiposo. Embora a administração da olanzapina e clozapina 
tenha alterado a composição da microbiota intestinal, o transplante da microbiota de 
animais que receberam esses fármacos para animais controles não induziu 
alterações metabólicas, sugerindo que a resistência à insulina induzida por essas 
drogas independe da microbiota. 
Neste estudo, os animais tratados durante 30 dias com os antipsicóticos 
olanzapina e clozapina e submetidos a uma dieta padrão não apresentaram 
aumento no peso corpóreo e mantiveram a mesma ingestão alimentar. Em 
concordância com a ausência do ganho de peso, não foram observadas alterações 
no gasto energético dos animais tratados com olanzapina e clozapina. Da mesma 
forma, não foi encontrada modificações nos percentuais de massa magra e massa 
gorda. 
Dando suporte a este estudo, Arranz et. al. (2004) demonstrou que a 
diminuição da sensibilidade à insulina e a hiperinsulinemia, observadas em 
pacientes com esquizofrenia, estaria relacionada não ao diagnóstico em si, mas ao 
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uso prévio de antipsicóticos. Em contrapartida, um estudo avaliou as alterações da 
homeostase da glicose em pacientes esquizofrênicos sem o tratamento prévio com 
antipsicóticos e observou uma prevalência de 15% desta população com a glicemia 
de jejum alterada quando comparada ao grupo controle, sugerindo que os pacientes 
com esquizofrenia apresentaram insulinemia significativamente mais elevada e 
maior resistência à insulina independente do uso do fármaco (Ryan et. al. 2003). 
Adicionalmente, em nossos resultados, os animais apresentaram menor tolerância à 
glicose. Além disso, no caso do tratamento com clozapina, ainda foi observado o 
elevado nível sérico de insulina durante o GTT. Tais achados corroboram estudos 
anteriores, nos quais pacientes esquizofrênicos não diabéticos mostraram alterações 
no metabolismo da glicose logo após o início do uso da medicação antipsicótica, 
independente da adiposidade (Newcomer, et. al. 2002).  
Para melhor avaliar os efeitos diretos dos antipsicóticos sob a ação da 
insulina, realizamos o teste de tolerância à insulina e o clamp hiperinsulinêmico-
euglicêmico nos animais estudados. Os resultados mostraram que o tratamento com 
olanzapina e clozapina, em curto prazo, induz uma redução significativa na 
sensibilidade à insulina nos animais em questão. Em conformidade com dois 
estudos, a taxa de consumo da glicose avaliada pelo clamp hiperinsulinêmico-
euglicêmico foi significativamente diminuída no grupo olanzapina (Albaugh et. al., 
2011 Chintoh AF et. al., 2009). Em conjunto, esses dados demonstram que o 
tratamento com os antipsicóticos induz a resistência à insulina nos animais, 
independente da alteração na composição corporal e gasto energético. Uma vez que 
a resistência à insulina induzida pelas drogas precede as mudanças na composição 
corporal, há de se conjecturar que tal mecanismo poderia desempenhar um papel no 
desenvolvimento da obesidade induzida por olanzapina e clozapina. Esses achados 
são um ponto interessante neste trabalho, pois podem permitir a avaliação direta dos 
antipsicóticos na regulação da glicose independente da influência do ganho de peso.  
Para explorar o mecanismo molecular pelo qual os antipsicóticos induziram a 
resistência à insulina, foi analisado a expressão e a fosforilação de IRβ e Akt nos 
tecidos insulino-responsivos fígado, músculo e tecido adiposo. Sabe-se que a 
transmissão do sinal da insulina é desencadeada pela sua ligação ao receptor, 
levando a uma rede de reações que resultam na resposta final ao estímulo 
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hormonal. Em nível molecular, a resistência insulínica pode ser resultado de defeitos 
em várias dessas etapas, dentre elas a redução na fosforilação de IRβ, IRS-1 e Akt 
nos tecidos-alvos desse hormônio (Boura-Halfon e Zick, 2009). Assim, no presente 
estudo foi constatado que o tratamento com olanzapina e clozapina reduziu a 
fosforilação em tirosina do receptor de insulina e a fosforilação em serina da Akt nos 
três tecidos estudados. Somados, os dados obtidos reforçam a idéia de que os 
antipsicóticos são capazes de diminuir a sensibilidade à insulina dos tecidos-alvos 
principais e, consequentemente, interferir na sinalização da insulina.  
Nos últimos anos tem sido constatado que além do músculo, fígado e tecido 
adiposo, o intestino aparentemente também está envolvido com a resistência à 
insulina. A origem dos processos inflamatórios crônicos observados em distúrbios 
metabólicos ainda é uma questão amplamente discutida. Uma vez que a olanzapina 
e clozapina são administradas por via oral e cerca de 30% da dose entra na 
circulação entero-hepática (Callaghan, et. al., 1999), a microbiota intestinal 
representa um importante mecanismo para a disfunção metabólica induzida pelos 
antipsicóticos. Neste estudo, a análise metagenômica da microbiota intestinal de 
animais tratados com olanzapina mostra uma tendência para o aumento na 
prevalência de Firmicutes e Bacteroidetes comparado ao controle, enquanto no 
grupo tratado com clozapina foi observada uma diminuição na proporção de 
Firmicutes e um aumento no filo Bacteroidetes. Houve também uma redução da 
diversidade de gênero, com o tratamento com olanzapina, de Actinobacteria e 
Proteobacteria em comparação com os animais controles. Já o tratamento com 
clozapina induziu apenas uma redução populacional de Actinobacteria. Na literatura, 
a relação entre os filos ainda é controversa. Tem sido relatado que as proporções 
dos dois principais filos bacterianos encontrados na microbiota intestinal, 
Firmicutes e Bacteroidetes, diferem entre seres humanos obesos e magros. 
Um estudo de referência analisou o perfil microbiano intestinal de uma 
amostra populacional de indivíduos com diabetes tipo 2 no sul da China e revelou 
que os mesmos apresentavam uma maior fração populacional de Lactobacillus e, 
em contrapartida, menor quantidade de Bifidobacterium. (Nadja L. et. al., 2010). 
Neste mesmo estudo, foi descrito que pacientes com diabetes tipo 2 apresentaram 
uma diminuição nos gêneros de Roseburia e Desulfovibrio. Neste mesmo sentido, 
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os níveis aumentados de Bifidobacterium foram correlacionados com uma melhora 
na tolerância à glicose e baixo grau de inflamação em ratos que tiveram a 
microbiota modulada através de tratamento com prébioticos (Cani PD. et. al., 2009; 
Cani PD. et. al., 2008). Outro estudo do perfil microbiano de indivíduos obesos e 
insulino-resistentes revelou uma redução populacional do gênero Faecalibacterium, 
uma bactéria com potencial anti-inflamatório e considerada benéfica para o 
hospedeiro (Sokol, et. al., 2008). Os nossos resultados do tratamento com 
olanzapina e clozapina na composição da microbiota intestinal estão em 
consonância com os trabalhos descritos acima. Comparado ao grupo controle, nos 
animais tratados com olanzapina e clozapina houve aumento significativo na 
prevalência de Lactobacillus (Firmicutes) e uma diminuição significativa na fração 
populacional de Bifidobacterium (Actinobacteria), Faecalibacterium (Firmicutes), 
Roseburia (Firmicutes) e Desulfovibrio (Proteobacteria).  
O gênero Akkermansia, o qual pertence ao filo Verrucomicrobia, atualmente 
está sendo estudado por seus efeitos sobre o metabolismo 
humano. Recentemente, estudos realizados em roedores indicaram que a 
espécie Akkermansia muciniphila no trato intestinal pode desempenhar um papel 
chave na integridade da camada mucosa e tem potencial para reduzir a 
inflamação, oferecendo proteção contra o desenvolvimento de obesidade e 
diabetes tipo 2 (Everard A. et. al., 2013). Ela foi caracterizada como uma bactéria 
de degradação de mucina que reside na camada do muco e constitui cerca de 3-
5% da microbiota intestinal em indivíduos saudáveis. A presença dessa bactéria, 
como relatado, está inversamente correlacionada com o peso corporal e diabetes 
em roedores e em humanos (Derrien M. et. al., 2004). Nos resultados do presente 
trabalho, os animais que receberam a clozapina tiveram uma população 
significativamente elevada do gênero da Akkermansia, ao contrário dos animais 
tratados com olanzapina, que apresentaram uma diminuição significativa na 
prevalência deste gênero.  
Em conjunto, a composição da microbiota intestinal parece ser 
consideravelmente alterada após o tratamento com olanzapina e clozapina durante o 
período de 30 dias. Essas alterações encontradas na composição da microbiota 
estão em concordância com os estudos relacionados ao desenvolvimento de 
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diabetes e resistência à insulina. No entanto, não está totalmente claro se o 
mecanismo pelo qual os animais tratados com os antipsicóticos desenvolveram a 
resistência à insulina devido às alterações da microbiota intestinal encontrada neste 
estudo. 
A fim de confirmar se a microbiota intestinal era a responsável por induzir o 
fenótipo de resistência à insulina nos animais tratados com olanzapina e clozapina, 
foi realizado, então, o transplante de microbiota intestinal dos animais tratados para 
os animais saudáveis. Antes de iniciar o transplante de microbiota, os animais 
receptores foram acondicionados em um ambiente estéril, e foi administrado, por 3 
dias consecutivos, um coquetel de antibióticos (ampicillina, metronidazol, 
vancomicina e neomicina) para tentar eliminar o máximo possível de bactérias 
intestinais, de modo a deixar apenas uma microbiota mínima, semelhante em todos 
os animais, que posteriormente seriam transplantados com a microbiota intestinal 
dos animais tratados com olanzapina, clozapina e o controle. Ao final dos 3 dias de 
tratamento com os antibióticos, foi confirmado uma drástica alteração na 
composição da microbiota intestinal dos animais receptores quando comparada com 
a microbiota dos animais controle (doador). 
Em seguida, foi comparado o nível de similaridade hierárquica na distribuição 
e prevalência de gêneros de bactérias da composição da microbiota intestinal dos 
animais que foram tratados por 30 dias com olanzapina, clozapina e o controle 
(doadores) com a composição da microbiota intestinal do pool do conteúdo fecal de 
ceco e intestino grosso, o qual seria administrado posteriormente, por via oral, aos 
animais receptores do transplante de microbiota. Tal comparação permitiu a 
comprovação de que o pool de fezes obtidas do ceco e intestino grosso dos animais 
tratados de cada grupo (olanzapina, clozapina e controle) possuía uma similaridade 
com a composição da microbiota intestinal do respectivo grupo que originou este 
pool, garantindo que cada grupo dos animais receptores fosse posteriormente 
transplantado com a microbiota intestinal do correspondente grupo de animais 
tratados e controle. 
Assim, ao realizar o transplante de microbiota intestinal foi possível observar 
no intestino grosso, em nível de gêneros, que os grupos que receberam a microbiota 
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intestinal do controle e dos animais tratados por 30 dias com olanzapina e clozapina 
apresentaram o mesmo padrão de agrupamento que os grupos que doaram a 
microbiota intestinal. Da mesma forma, verificou-se, em nível de espécies, que a 
dispersão das amostras dos animais que foram transplantados com a microbiota 
mostrou o mesmo padrão que a dos animais doadores que haviam sido tratados 
com olanzapina, clozapina e o controle.  
Após a confirmação de que o transplante da microbiota intestinal ocorreu de 
forma eficiente e positiva, passou-se a investigar se os animais que receberam o 
transplante de microbiota dos animais tratados com os antipsicóticos e do seu 
controle tiveram a capacidade de alterar o metabolismo da glicose. Em relação ao 
teste que avalia a resistência à insulina, os camundongos que receberam o 
transplante de microbiota dos animais provenientes dos tratamentos com os 
antipsicóticos não apresentaram alterações significativas na taxa de infusão de 
glicose quando comparados aos animais que receberam o transplante de microbiota 
dos controles. Em concordância, no teste de tolerância à glicose, o transplante da 
microbiota não foi capaz de modificar os valores glicêmicos desses animais. Em 
seguida, foram analisadas as principais proteínas da via de sinalização da insulina, 
com o intuito de apurar se a manutenção da sensibilidade à insulina, notada nos 
animais que receberam o transplante de microbiota, também seria observada nos 
tecidos responsivos ao hormônio. Assim, os resultados mostraram que tanto a 
ativação do receptor de insulina (IRβ) quanto a fosforilação da proteína Akt no 
fígado, músculo e tecido adiposo não apresentaram modificações em seus níveis.  
Desta forma, os resultados demonstraram que os animais que receberam o 
transplante de microbiota intestinal de animais tratados com olanzapina e clozapina 
não apresentaram alterações no metabolismo glicose, tampouco modificações na 
sensibilidade da insulina nos tecidos insulino responsivos, quando comparados aos 
animais que receberam o transplante de microbiota dos controles. É possível, assim, 
inferir que as alterações observadas na composição da microbiota intestinal dos 
animais tratados com olanzapina e clozapina não são responsáveis pela resistência 
à insulina desenvolvida pelos animais em estudo. 
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A leptina é um hormônio produzido majoritariamente por adipócitos, e 
desempenha um papel crucial na regulação do peso corpóreo através da  
sinalização no hipotálamo, correlacionando-se com a quantidade total de tecido 
adiposo (Harvey e Ashford, 2003). Dessa forma, no presente estudo constatou-se 
que os animais que receberam olanzapina e clozapina não apresentaram alterações 
nas concentrações séricos de leptina. Esse fato pode ser explicado devido aos 
animais não terem apresentado ganho de peso. Analisou-se, também, a 
adiponectina, que é um biomarcador de distúrbio metabólico que desempenha um 
papel central na homeostase energética. Sabe-se que pacientes tratados com 
olanzapina e clozapina têm níveis reduzidos de adiponectina (Lu ML et. al., 2015).  
Contudo, em nosso estudo o tratamento em curto prazo não induziu alterações nos 
níveis de adiponectina entre os grupos estudados.  
A resistência à insulina associada à obesidade e ao diabetes é caracterizada 
por um estado de inflamação crônica de baixo grau com expressão anormal e 
produção de vários mediadores inflamatórios tais como fator de necrose tumoral e 
interleucinas (Dandona et. al., 2004). Nos resultados da presente pesquisa, 
entretanto, verificou-se que o tratamento com olanzapina e clozapina não modificou 
os níveis séricos de TNF-α após 30 dias de tratamento. Também não foram 
observadas alterações nos níveis de IL-6 no grupo tratado tanto com olanzapina 
quanto com clozapina. Em conformidade com o estudo de Davey, KJ et. al. (2012), 
roedores machos tratados com olanzapina mostrou um fenótipo anti-inflamatório 
com reduções na IL-6 e TNF-α. Esses efeitos anti-inflamatórios dos antipsicóticos 
foram reconhecidos durante algum tempo (Chedid, 1954). Os antipsicóticos atípicos 
foram demonstrados por suprimir a produção de IL-6 e TNF-α em animais que foram 
tratados com injeção de LPS (Sugino et. al., 2009). Em conjunto, esses dados 
indicam que a resistência à insulina observada nos animais tratados com olanzapina 
e clozapina durante os 30 dias não demonstra estar associada com biomarcadores 
de inflamação, uma vez que essas citocinas pró-inflamatórias estão fortemente 
correlacionadas com o ganho de peso corporal e subsequente desenvolvimento de 
resistência à insulina e diabetes tipo 2.  
É extensamente relatado que o LPS (um componente da parede celular de 
bactérias gram-negativas) é capaz de induzir a resistência à insulina pelas ativações 
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de vias pró-inflamatórias e inibir a sinalização da insulina. Uma vez que a principal 
fonte de endotoxina é proveniente do lúmen intestinal, o aumento da permeabilidade 
intestinal tem sido sugerido como um fator importante na patogênese de doenças 
(Bruewer M. et. al., 2003). Foi descrito que níveis circulantes elevados de citocinas 
inflamatórias, que são muitas vezes observados em pacientes com resistência à 
insulina e obesos, podem causar uma diminuição da função de barreira intestinal, 
alterando a estrutura das proteínas da tight junctions (Das UN, 2001). A zonulina 
(ZO-1) foi identificada como uma proteína que modula a permeabilidade intestinal 
por promover um desarranjo nas tight junctions, além de desempenhar um papel 
central na patogênese de doenças autoimunes (Wang W. et. al., 2001). Neste 
sentido, Cani e colaboradores (2008) demonstraram que um tratamento com 
antibióticos melhorou a expressão de marcadores de inflamação em camundongos 
alimentados com dieta rica em gordura. Além disso, eles mostraram um aumento 
acentuado na expressão do mRNA de ZO-1, a qual foi correlacionada com redução 
na permeabilidade intestinal, o que resultou em menores níveis circulantes de LPS 
nos animais tratados com antibióticos, podendo contribuir para a redução da 
endotoxemia metabólica. Entretanto, em nosso estudo foi observado nos animais 
tratados com olanzapina e clozapina um aumento significativo da expressão de 
genes que codificam a proteína ZO-1. Esse aumento pode estar associado à 
manutenção ou até melhora da integridade da barreira intestinal dos camundongos 
tratados. Isso pode contribuir para explicar a não alteração dos níveis séricos de 
LPS nesses animais, embora os animais tratados com os antipsicóticos sejam mais 
resistentes à insulina do que os animais controle. 
Em resumo, os dados obtidos na presente pesquisa mostram que a 
olanzapina e a clozapina induzem resistência à insulina e alteração da sinalização 
de insulina, por um mecanismo independente da microbiota intestinal. É fato bem 
estabelecido que a ativação de serina-quinases como a JNK, IKK, mTOR, e ERK 
pode induzir resistência à insulina, principalmente por aumentar a fosforilação em 
serina dos substratos do receptor de insulina, atenuando a transmissão do sinal 
insulínico (Nissim Hay and Nahum Sonenberg, 2004). Nesse sentido, há evidências 
de que essas drogas possam ativar a mTOR, assim investigamos essa possibilidade 
no fígado, no músculo e no tecido adiposo. Os resultados mostraram que a 
fosforilação da proteína mTOR estava significativamente aumentada, bem como a 
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fosforilação da proteína S6K, indicando ativação dessa via. Desta forma, podemos 
sugerir que a ativação da via da mTOR pode contribuir para o desenvolvimento da 
resistência à insulina e diabetes tipo 2 nos animais que receberam os antipsicóticos 
olanzapina e clozapina. Entretanto, não se pode excluir o papel de outras serina-
quinases e fosfatases ainda não investigadas. 
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6 - CONCLUSÃO 
 A administração dos antipsicóticos, olanzapina e clozapina, por um período de 
30 dias em camundongos C57BL-6J induziu o desenvolvimento de resistência à 
insulina e intolerância à glicose, além de alteração na sinalização da insulina, 
independentemente do ganho de peso. Embora a administração da olanzapina e 
clozapina tenha alterado a composição da microbiota intestinal, o transplante de 
microbiota não induziu alterações no metabolismo da glicose. Isso pode contribuir 
para explicar que a resistência à insulina causada pelo uso dos antipsicóticos é 
devido a uma ação direta dos fármacos sobre as vias metabólicas, 
independentemente da microbiota intestinal nos animais. 
No presente trabalho, foi possível constatar que a administração de 
olanzapina e clozapina estimulou a ativação da via da mTOR, o que pode contribuir 
para o desenvolvimento da resistência à insulina e diabetes tipo 2 nos animais em 
estudo. Entretanto, não se pode excluir a contribuição de outras vias ainda não 
investigadas. 
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